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学 位 論 文 の 内 容 の 要 旨 
 
Navchaa Gombodorj  印 
 
（学位論文のタイトル） 
 
Inhibition of Ubiquitin-conjugating enzyme E2 may activate the degradation of hypoxia  -i
nducible factors and thus overcome cellular resistance to radiation in colorectal cancer 
 
 
(UBE2阻害剤による低酸素誘導因子の分解は大腸癌の放射線耐性の克服に寄与する) 
 
 
1) 研究の背景と目的 
大腸癌、なかでも進行直腸癌では、放射線照射が肛門温存や局所再発抑制に寄与することが明らか
となっている。しかしながら、放射線抵抗性の直腸癌も存在し、そのメカニズムの解明に基づいた
耐性克服療法の開発が求められている。 
  こうした放射線抵抗性を引き起こす重要な因子として、癌微小環境において低酸素により誘導さ
れるHypoxia-Inducible Factor 1-Alpha Subunit (HIF-1α)やHypoxia-Inducible Factor 2-Alpha
 subunit (HIF-2α)が報告されている。HIF-1は放射線抵抗性だけでなく、抗がん剤抵抗性、癌進
行、がん患者の不良な予後とも関連することが知られており、HIF-1,2の阻害は、耐性克服のみで
はなく、がんそのものに対する有望な治療戦略としても注目を集めている。 
   本研究では、HIF-1, 2を分解するユビキチンプロテアソーム機構に注目し、HIF-1の安定化に働
くubiquitin-conjugating enzyme E2 (UBE2)を阻害する薬剤であるNSC697923を用いた新たな放射
線治療抵抗性克服療法について検討した。これまで、NSC697923がB細胞性リンパ腫や神経芽腫細胞
に抗腫瘍効果を示すことが報告されているが、HIF-1, 2の機能制御による大腸癌の放射線治療耐性
克服の可能性についての検討はなされていない。本研究では、NSC697923が放射線感受性大腸癌細
胞株 HCT116と放射線抵抗性大腸癌細胞株 SW480の放射線感受性に与える影響をin vitro, in vivo
で解析し、そのメカニズムと効果について、次世代シークエンスを用いた網羅的解析により検討す
る。 
 
2) 研究方法 
in vitro解析：7種類の大腸癌細胞株に0, 2, 4, 6, 8, 10Gyの放射線照射を行い、CCK8アッセイに
て細胞生存を評価。同定した放射線感受性大腸癌細胞株 HCT116と放射線抵抗性大腸癌細胞株 SW48
0のHIF-1, 2のベースライン発現を評価した後、両細胞にNSC697923を投与し、低酸素処理下での経
時的なHIF-1α、HIF-2αの発現と放射線感受性の変化について解析した。 
in vivo解析：免疫不全マウスの皮下にHCT116とSW480を移植し、放射線照射とNSC697923併用の有
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無による腫瘍径、腫瘍内のHIF-1α、HIF-2α発現をin vivoで検討した。 
次世代シークエンス解析：放射線感受性株HCT116と抵抗性株SW480に対して低酸素処理、NSC697923
処理を行い、total RNAを抽出し次世代シークエンサーを用いてRNAシークエンスを行い23,710遺伝
子の網羅的発現評価を施行した。また、NSC697923が正常酸素下、低酸素下で放射線感受性（耐
性）に与える影響とそのメカニズムを明らかにするため、そのシークエンスデータを用いて以下の
解析を行った。 
解析項目 
① 正常酸素下で感受性株HCT116と比較して抵抗性株SW480で高発現している遺伝子の抽出 
② 正常酸素下でNSC697923処理によりHCT116とSW480で発現低下する遺伝子の抽出 
③ 低酸素下でHCT116とSW480で発現亢進する遺伝子の抽出 
④ 低酸素下でNSC697923処理によりHCT116とSW480で発現低下する遺伝子の抽出 
 
3) 結果 
in vitro解析：       
HIF-1αとHIF-2αのベースライン発現レベルは放射線感受性株HCT116より放射線抵抗性株SW480で
高かった。両細胞株でのHIF-1αとHIF-2αの発現レベルは低酸素処理で有意に増加し、処理後6時
間でピークに達した。低酸素により誘導されたHIF-1, 2発現は放射線感受性HCT116では急速に減少
したが、放射線耐性SW480での減少は緩徐であった。放射線抵抗性SW480対するNSC697923処理は正
常酸素下、低酸素下ともに、放射線による殺細胞効果を増強し、低酸素誘導性HIF-1, 2の蓄積も阻
害した。 
 
in vivo解析： 
in vivo異種移植モデル: 放射線感受性株HCT116では放射線照射単独で抗腫瘍効果が認められた。
一方、放射線抵抗性株SW480では、NSC697923による移植腫瘍内HIF-1, 2発現は著明には抑制されな
かったものの、放射線治療に対する感受性の増強が認められた。 
 
次世代シークエンス解析： 
RNAシークエンスにより正常酸素下、低酸素下の両方で放射線感受性に関与し、かつ本研究で注目
したNSC697923で発現が抑制される遺伝子としてHIF-1関連遺伝子であるApelin (APLN)とcell migr
ation inducing protein, hyaluronan binding (CEMIP)を同定した。 
 
4)結論 
NSC697923と放射線照射の併用は放射線抵抗性株SW480に対してin vitroともにHIF-1,2発現を抑制
し、抗腫瘍効果を誘導した。異種移植モデルではNSC697923によるHIF-1,2の明確な抑制は確認でき
なかったが、in vitroではNSC697923によるHIF-1,2抑制は明確であり、次世代シークエンス解析で
もNSC697923により変動する放射線抵抗性関連遺伝子としてHIF1関連遺伝子 APLNとCEMIPを同定す
ることができた。本研究によりUBE2阻害剤 NSC697923が大腸癌細胞の放射線抵抗性を克服する治療
ツールとなりうることが明らかとなった。 
